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» A Kkronikus hepatitis C virus infekcidhoz tarsulo elégtelen cellularis immunvélasz
pathogenezise”

A hepatitis C virus (HCV) nagy kozegészsegligyi probléma. A vildgon jelenleg mintegy
170-200 milliora becsilik a hepatitis C virus (HCV) hordozok szamat. A HCV fertézés az
esetek mintegy 60-80%-ban valik kronikussa, és okoz idult hepatitist, cirrhosist és
hepatocellularis carcinoméat. A HCV infekcid kimenetelét, az antiviralis kezelésre adott valasz
mindségét mind a virus tulajodonségai (pl. genotypus, RNS titer), mind a gazdaszervezet (pl
genetika, nem, életkor, obesitas, alkohol fogyasztas, vasforgalom ) determinélja. A
gazdaszervezet immunvélasza meghatarozo jelentésegi mind a virus replikéacid kontrollja és a
gyogyulas, mind a kronikus hepatitis és a majcirrhosis patogenezise szempontjabol.
Tekintettel, hogy a jelenleg alkalmazott PEG-IFN + ribavirin kezeléssel a kronikus C
hepatitises betegek kevesebb mint felénél (Magyarorszagon 31-44 %-nal ) érhet6 el tartds
virusmentesség, tovabbi antivirdlis illetve immunmodulans szerek intenziv kutatdsa folyik
Vilagszerte.

Kronikus C hepatitisben a virus perzisztenciara magyarazatul szolgal egyrészt a virus nagy
mutacios rataja, és HCV-glikoprotein burok hypervariabilitasa, masrészt mind a természetes
immunvélasz (NK, dendritikus sejtek), mind a szerzett immunvélasz (cytotoxicus T-sejtek, T
helper-sejtek) elégtelensége. Munkacsoportunk  kozel egy évtizede tanulményozza a
kronikus C hepatitisben az elégtelen immunvalasz héatterében feltételezhet6
mechanizmusokat.

Koréabbi vizsgalatainkkal kimutattuk hogy krénikus HCV hepatitises betegek természetes
olosejt (NK) aktivitasa alacsonyabb az egészséges kontrollok, a tlinetmentes HCV RNS
pozitiv virus hordozok illetve az IFNa kezelésre gyogyult betegek NK aktivitdsdhoz képest.
Igazoltuk hogy kronikus C hepatitisben szamos cytotoxikus aktivitasu sejtpopuléacié (CD3-
CD8dim+ NK, Vd2/Vg9TcR+ gamma-delta T, perforin pozitiv cytotoxicus T sejtek)
szignifikdnsan alacsonyabb szadzalékban van jelen a periférias vérben.

Az elégtelen cytotoxicus aktvitas hatterében allé pathomechanizmusok pontosabb megértése
érdekében elmult években tovabbi Kiterjesztett immunfenotipus vizsgalatok torténtek.
(regulatoricus T sejtek, CD3-CD56dim+ és bright+ NK sejtek, CD81 HCV receptor,
kilénb6z6 KIR és KAR analizise) Emellett lymphocytak, monocytdk, NK sejtek
cytokintermelését is tanulmanyoztuk. Mégnes gyonggyel szeparalt NK sejtek aktivitasat ill.
azt befolyasold tényezoket funkciondlis tesztekkel vizsgaltuk hepatitis C virus fertézés
kilénb6z6é formaiban. Vizsgalatainkkal a virus ellenes kezelésre adott valaszt el6rejelzé
immunmarkereket is kerestlnk.

1. Lymphocyta fenotipus meghatarozasok, HCV koreceptor CD81 expresszids vizsgalatok
kronikus HCV infekcio6 kiulénbozd formaiban.

Krénikus HCV hepatitises betegeknél emelkedett regulatorikus (CD4+CD25+high) T sejt
aranyt, csokkent cytotoxicus CD3-CD56dim+ NK sejt aranyt eészleltink egeészséges
kontrollcsoporthoz képest. Normal GPt-jii tinetmentes HCV hordozdknal az aktivalt CD25+
T sejtek ardnya emelkedett volt a tdbbi betegcsoporthoz viszonyitva, NK sejtek eloszlasa és
aktivitdisa ~ az  egeészseges  kontroll csoporthoz képest nem  tért el



Az NK sejtek aktivitasat gatl6 HCV koreceptor -CD81-molekula expresszidjat is
tanulméanyoztuk NK sejteken hepatitis C virus infectio kiilonb6zé forméiban (tinetmentes,
tartdsan normalis transaminase értékekkel jard virushordozdoknal, kronikus C hepatitiseseknél
illetve HCV cirrhosisban). Kontroll csoportként egészséges véraddkat vizsgaltuk. Irodalmi
adat hogy a virus CD81 receptorhoz kétédve B sejt aktivaciot indukal, igy a fenti betegeknel a
CD81 molekula expresszidjat T és B sejteken is vizsgaltuk. Krénikus C hepatitisben a
peripherids vér NK és B sejtjeinek (HCV koreceptor) CD81 overexpressziojat igazoltuk,
amely szerepet jatszhat egyrészt az elégtelen NK aktivitdsban, masrészt -a B sejtek
aktivitacidja révén- a HCV fert6zeshez tarsuld autoimmunitas és lymphoproliferacio
kialakulasaban. Az NK sejtek aktivitasat gatl6 CD81 receptor csokkent expresszidjat mutattuk
ki tinetmentes HCV hordozdkon az aktiv betegekhez képest, mely magyarazataul szolgalhat a
tnetmentes hordozok normalis NK aktivitashoz. A terapia el6tti CD81 expresszid nem volt
prediktiv a kombinalt antiviralis therdpiara adott valaszkészség tekintetében. Ugyanakkor a
CD81 expresszid szignifikansan magasabb volt a kordbban IFN + Ribavirin kezelésben
részesult, terapidra nem reagald betegcsoportban a tartds virologiai valasztadokhoz képest. Az
IFN + Ribavirin terdpia az NK aktivitas ndvelésével egyidoben mind NK, mind B sejteken a
CD81 expresszid csokkenését okozta a terdpiara reagald betegcsoportban. Fenitek alapjan
feltételezhetjik hogy a peripherids ver B és NK sejtjeinek CD81 receptor expressioja
kulcsszerepet jatszhat a HCV infekcio kimenetelében és az IFN-ra adott valaszkészségben.

2. Th1/Th2 cytokin profil vizsgalatok kronikus C hepatitisben

Mig a T helperl (Th1) tipusu cytokinek alapveté fontossdguak a gazdaszervezet virus ellenes
cellularis immunvalaszaban addig a Th2 cytokinek féként a humoralis immunvalasz
kialakulasaban, a cytotoxicitds gatlasdban jatszanak szerepet, igy fokozott termelésik
kilénb6z6 virusfert6zések kronikussa valasahoz vezethet. Kronikus C hepatitisben a Th1/Th2
cytokinek aranyat, illetve a kombinalt antiviralis terapia hatasat vizsgaltuk. LPS stimulalt
monocytak és PMA-ionomycin stimulalt T sejtek fellilusz6jabdl FACS microbead assay-el
hataroztuk meg azok IFNg, TNFa, IL-2 (Thl) és IL-4, IL-6, IL-10 (Th2) koncentréciojat az
antivirdlis terapiat megel6zéen illetve a kezelés 1, 3, és 6. hdnapjaban.

Az antiviralis therapiat megel6z6en a T sejtek IFNg termelése szignifikansan alacsonyabbnak
bizonyult kronikus hepatitisben mind a késébbiekben therapiara nem reagalok mind a
késobbiekben tartds virologiai valaszaddk esetében az egészséges kontrollokhoz képest.
Ugyanakkor a monocytdk antivirdlis terdpidt megel6z6 IFNg, TNFa, IL-6 termelése
szignifikdnsan magasabb volt a késébbiekben tartos viroldgiai valaszadoknal a terapiara nem
reagdlokhoz és az egészséges kontrollokhoz képest. Mig a monocytak IL-6, IFNg, TNFa
termelését az antiviralis terdpia a virologiai valasztol fuggetlenul csokkentette, addig a T
sejteken az IL-2, IFNg termelés szignifikansan fokozodott a terapiara viroldgiai
valasztadoknal. Az antiviralis terapiat megel6z6 IL-10 termelést szignifikdnsan magasabbank
talaltuk a terapiara késébbiekben nem reagald csoportban a terapiara virusmentessé valok és
az egeszséges kontroll csoporthoz képest.

Kimutattuk, hogy krénikus C hepatitisben az antiviralis terdpidra reagaloknal a T sejteknél
észlelt elégtelen Thl cytokin termelést a monocytak kifejezett IFNg, TNFa cytokin termelése
képes ellenstlyozni és feltehetleg ezaltal hatékony cellularis immunvalaszt indukalni. A
terapiara nem reagaloknal Th2-es tipusu cytokin profilt észleltink. Monocytak LPS-indukalt
TNF termelése prediktiv volt az antiviralis kezelésre adott valasz tekintetében. A monocytak
IL-10 termelése korrelalt a HCV RNS szintekkel, de forditott aranyban volt a majbiopsia altal
leirt gyulladasos aktivitassal (HAI-val). A T-sejtek esetén is negativ volt a korrelacié a Th2
cytokin IL-10 és IL-4 termelés valamint a hisztologiai aktivitas kozott.



Az IFN + ribavirin kezelés a Thl-es cytokinek termelését a terapiara virusmentessé valokon
fokozta, mely alapveté szerepet jatszhat a HCV elleni hatékony cellularis immunvalasz
indukciojaban.

Kronikus C hepatitisben (szemben az egészséges kontrollokkal és a tartds viroldgiai valaszt
mutaté egyeénekkel) az endogén IFN-g termelés indukald, NK aktivitast fokozo cytokin, az
IL-18 termelése is szignifikansan csokkent.

3. IFN+ ribavirin kezelés immunologiai hatasai:

Krénikus C hepatitisben a lymphocytadk IFN-g termelése szignifikansan alacsonyabb, IL-10
termelése magasabb volt az egészséges kontrollokhoz képest. Az antiviralis IFN + ribavirin
kezelés a lymphocytdk IFNg termelését fokozta, illetve a humoralis immunvélaszban fontos
IL-10 termeléset illetve a gyulladasos folyamatokban fontos IL-6 termelést gatolta. A
lymphocyték I1L-6 termelése a majbiopszia altal leirt gyulladasos aktivitassal (HAI) korreldlt.
A lymphocytdk Th2-es cytokin, IL-10 termelése fokozottabb volt a terapiara nem reagalo
csoportban, a virusmentessé valokhoz képest. Az IFN + RBV kezelés T-sejtek IL-2 és a
monocytak IL-6 és TNF termelésenek fokozddasahoz vezetett a jol valaszolokban, de nem a
non-responderekben.

Kimutattuk, hogy krénikus C hepatitisben csokkent a peripherias vér perforin-pozitiv CD3+ T
lymphocytéainak aranya a tlinetmentes HCV hordozokhoz képest. IFN+RBV kezelésre a
perforin-pozitiv sejtek szdma emelkedett. A terdpia befejezése utan a perforin expresszio a
nem reagaloknal a kezelést megel6zé alacsony szintre csokkent, szemben a HCV RNS
negativva valokkal.

Igazoltuk, hogy kronikus C hepatitisben a peripherias vér NK és B-sejtjein a HCV-co-receptor
CD81 ,,overexpresszidja” all fenn, mig ez csokkent tiinetmentes HCV hordozdkban. Az
IFN+RBV mind az NK-sejtek, mind a B-sejtek CD81 expresszidjanak csokkenését okozta a
responderekben. A terapiat kovetéen a CD81 expresszio szignifikansan magasabb volt a nem
reagalokban, mint a viroldgiai valaszaddkban.

Normalis GPT-ju, tunetmentes HCV hordozokndl, illetve a tartos viroldgiai valaszadoknal
szignifikdnsan magasabb NK aktivitast talaltunk az aktiv betegekhez képest. Az IFN+RBV
kezelés az NK aktivitds, a perforin expresszio és a T-sejtek Thl-es cytokin termelésének
fokozésa, illetve a CD81 co-receptor expresszid gatlasa révén a kezelésre jol reagaldkban
hatékony HCV elleni cellularis immunvalasz indukal.

Osszegezve, HCV infekcidban a PEG-IFN+RBV terapia a korai véalaszadok monocytainak
fokozott Thl-es tipusu cytokin termelését indukalta, hasonléan a rapid viroldgiai valaszadok
kezelést megel6zéen kimutathaté Thl-tipust cytokin dominanciajahoz. Feltételezhet6 hogy
mind a rapid, mind a korai virologiai valasz kialakuldsanak a termeészetes immunvéalasz
aktivécidja (monocytdk TNFa, IL-6 termelése) és a HCV elleni hatékony Thl immunvélasz a
feltétele. Leleteink alapjan felvetettiik, hogy a PEG-IFN +RBV kezelésre nem reagalok HCV
betegek terdpids lehetéségekent hasznos lehet a monocytdk Thl-es cytokin termeléséért
felelos jelatviteli utakat aktivald szerek (TLR3 ligand, TLR9-CPG10101) kombinalasa az
eddig alkalmazott PEG-IFN+ RBV kezeléssel.

4. Rapid virologiai valasz (RVR) immunoldgigja



A legujabb adatok szerint az anti-HCV kezelés kimenetele prognosztizalhatdo az elsé 4
hetes terapidra bekdvetkez6 virus-eliminacié (rapid viroldgiai vélasz) alapjan, mivel PEG-
IFN + ribavirin kezelése sordn a 4. hétre bekdvetkez6 HCV RNS negativitds a tartds
viroldgiai valasz f6 prediktora. Azonban az IFN kezerlés 24. hétében is HCV-pozitiv
kapcsolatban PEG-IFN kezelés 4. hetétol kezdédoen észleltek fokozott HCV specifikus CD4
és CD8 T sejtvalaszt a rapid viroldgiai valaszaddk csoportjdban a lassan reagalé un. slow
responderekhez képest. Tovabba PEG-IFN kezelés hatasara az Interferon Stimulalt Gének
(ISG-k: OAS, MxA, PKR) és TLR7 fokozott expresszidjat észlelték RVR esetén a korai
valaszadok (EVR) illetve a kezelésre nem reagalokhoz (non-responderekhez) képest.

A RVR immunolédgiai hatterének tovabbi tisztazasa céljabol megvizsgaltuk, hogy

kronikus C hepatitises betegeknél a PEG-IFN kezelést megel6zéen Kkimutathato-e
kilénbseg a rapid virologiai valaszadok (RVR) a korai virologiai valaszadok (EVR) és a
nonresponderek (NR) kdzott a periférias mononuklearis sejtek fenotipusaban illetve az TLR4
agonista LPS altal stimulalt monocytak és a PMA+ionomycin aktivalt lymphocytak cytokin
termelésében ? Tovabb4, tanulmanyoztuk, hogy a PEG-IFN + RBV terapia milyen hatassal
van a fenti paraméterekre az egyes betegcsoportokban. Periférids mononuklearis sejtek
fenotipus vizsgélata (CD4, CD8, Treg, CD56, CD19, CD14), ill. LPS (TLR4 agonista)
stimulalt monocytdk, PMA-+ionomycin stimulélt lymphocytak TNFa, IL6, IFNg, I1L2, IL4,
IL10 cytokintermelésének meghatarozadsa FACS CBA assay-el tortént.

Igazoltuk hogy kronikus C hepatitisben az IFN +RBV terapiara rapid viroldgiai valasszal
reagalokban LPS hatasara (toll-like receptor 4 stimulalasara) a peripherias vér monocytai
jelentés TNFa és IL-6, a lymphocytak fokozott IFNy és csokkent Th2 cytokin (IL-4, IL-10)
képzést mutatnak. Mindez  az antiviralis terapia eredmenyessegének elérejelzéjekent
(predictoraként) szerepelhet,és  figyelembevételével novelhetd a kezelés koltség-
hatékonysaga.

Adataink alapjan a rapid virologiai valasz kialakulasanak a monocytak megfelel6 aktivacioja
a feltétele. Tekintettel, hogy a TLR3/TLR4 kdzos jelatviteli aton keresztil indukal 1FNbeta
termelést, az interferonra adott valaszképtelenség hatterében a dsRNS érzékel6 TLR3
keresztuli szignal mechanizmus elégtelenseége feltételezheté. Eredményeink alapjan, ha a
HCV IFN kezelés 4. hetére nem érhet6 el HCV RNS negativitas, terapias lehetéségként a
monocytak Thl cytokintermeléseért felelos jelatviteli utakat (TLR3, TLR9- CPG10101)
aktivalo szerek alkalmazasa hasznos lehet.

5. NK és cytotoxicus T sejt aktivitast befolyasol6 inhibitoros és activator receptor expresszio
(KIR/KAR)

A termeészetes 0Oldsejtek aktivitdsa az aktivacios és gatlo receptorokon keresztili signal
mechanizmusok egyensulyanak filiggvénye. Kronikus C hepatitisben észlelt elégtelen
természetes Olésejtaktivitas hatterében mind bizonyos NK sejt aktivitast gatld receptorok
(pl.NKG2A) fokozott, mind aktivatoros (NKp30, NKp46) receptorok csokkent expresszidjat
igazoltak a kozelmultban. Jelen munkéankban tovabbi — mostanaig nem analizalt - inhibitoros
(KIR2DL3, KIR3DL1, ILT2) illetve aktivator (KAR-CD160, NKG2D, NKG2C) receptorok



expresszidjat vizsgaltuk HCV fert6zés kilonb6z6 formaiban. Tekintettel hogy a regulatorikus
T sejtek altal termelt TGFbeta ismerten csokkenti kulonb6zé killer aktivator receptor
expresszidjat, regulatorikus T sejt arany, plazma TGFbeta szintek és aktivator illetve
inhibitoros receptorok expresszidja kdzotti 6sszefliggeést is tanulmanyoztuk. In vitro TGFbeta
kezelés NK cytotoxicitasra, KIR/KAR expressziora kifejtett hatasat is vizsgaltuk.

21 kronikus C hepatitises, 11 normal GPT-ji HCV RNS pozitiv virushordozo, 15 egészséges
kontrollt vontuk be. Periférias ver CD4+CD25high+ regulatorikus T sejtjeinek, KIR2DL3,
ILT-2, KIR3DL1, CD160, NKG2D, NKG2C expresszaldo NK, T és NKT sejtjeinek szazalekos
arényat, illetve NK sejt aktivitast flow cytometriai madszerrel hataroztuk meg. A kronikus C
hepatitis diagnozisat (6 hdénapja fennall6 emelkedett szérum GPT szint és HCV RNS
pozitivitas mellett) szdvettani vizsgalat is megerositette.

Plasma. TGFbeta szintek mérése ELISA-val tortént.

Kronikus C hepatitisben az NK sejtek fokozott KIR2DL3 inhibitoros receptor expresszidjat és
csokkent CD160 ill. NKG2D aktivatoros receptor expressziojat észleltik az egészséges
kontrollokhoz viszonyitva. Tovabba a CD8+ cytotoxicus sejtek CD160, NKG2D, NKG2C
aktivator receptor expresszioja is csokkent kronikus C hepatitises betegeknél, mig a normal
GPT-ji virushordozdk esetében ez nem volt kimutathatd. Plazma TGFbl szintek és az
NKG2D expresszio kozott forditott ardnyossag volt kimutathato. In vitroTGFb1 kezelés mind
az NK aktivitast, mind az NKG2D Kkiller aktivator receptor expresszidt gatolta. Tekintettel
hogy a TGFb a tobbi KIR/KAR expressziojat nem befolyasolta, HCV fert6zés soran tovabbi
KIR/KAR expressziot szabalyoz6 mechanizmusok jelenléte is felmeriil. Osszefoglalva. a
kronikus C hepatitisben ismert elégtelen cytotoxicus immunvalasz hattereben csokkent killer
aktivator, illetve fokozott Killer inhibitor receptor expressziot észleltink a természetes
olosejteken, T sejteken illetve az NKT sejteken. A csokkent aktivator receptor expresszioért
részben az emelkedett TGFbeta termelés volt a felelds.

Osszefoglalva, kronikus C hepatitisben ismert elégtelen cytotoxicus immunvaélasz hatterében
csokkent killer aktivator, illetve fokozott killer inhibitor receptor expressziot észleltiink
természetes Olosejteken, T sejteken illetve NKT sejteken. A csokkent aktivator receptor
expresszidért részben az emelkedett TGFbeta termelés volt a felel6s.

Eredményeink alapjan azt is felvetettik, hogy az IFN +RBV antivirélis kezelésre nem
reagaldo HCV infekcio Uj tipusd immunmodulans terapidja a jovében alapulhatna egyrészt
TGFpB antagonistdk, solubilis NKG2D ligandok, maésreszt toll-like receptor agonistak
alkalmazasan. llyen iranya kutatasok mar folyamatban vannak.

Vizsgélataink Gjabb adatokat szolgaltatnak a HCV fertézés immunpatogenezisének jobb
megismerésehez, amely feltétele az elérehaladasnak a hatékony antiviralis kezelés és a HCV
vakcinacio problémajanak megoldasaban.



